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【要約】  
Ceiling-culture derived proliferative adipocytes 
(ccdPAs) have lower methylation levels in PPARG and 
RUNX2 genes than ASCs 
(天井細胞由来増殖性脂肪細胞(ccdPAs)は脂肪組織由来幹細胞
(ASCs)に比べ、PPARG、RUNX2 のメチル化率が低い) 
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Abstract 
天井細胞由来増殖性脂肪細胞(ccdPAs)と脂肪幹細胞(ASCs)は、皮下脂肪組織から得られる、
二つの異なる細胞群である。７日間培養したヒト ccdPAs は ASCs に比べ、高い脂肪分化能
と骨分化能を持っている。ASCs と ccdPAs の分化能の違いのメカニズムを明らかにするた
めに、CpG サイトの DNA のメチル化レベルを調べた。脂肪分化のマスターレギュレータ
ーである PPARG 遺伝子と骨分化のマスターレギュレーターである RUNX2 遺伝子の
promoter と first exon の CpG サイトにおいて、ASCs は ccdPAs よりも高いメチル化を示
した。これらの ccdPAs と ASCs のエピジェネティックスの違いは、表現型の違いと一致し
た。我々の結果は、再生医療の場で ASC と ccdPAs の更なる発展に寄与するだろう。 
Introduction 
	 脂肪細胞移植は、臨床の場で広く行われている。歴史的には、脂肪移植は組織の増量目
的に施行されてきた。最近では、脂肪細胞移植が、その使い易さ（侵襲の少なさ、再生能
力など）から広く報告されている。それに加え、最近では脂肪細胞移植は遺伝子治療にも
用いられており、我々も注目している。 
	 皮下脂肪組織をコラゲナーゼ処理し、遠心分離を加えると２種類の細胞群を得ることが
できる。一つは、遠心沈殿物の脂肪幹細胞（ASCs）で、もう一つは Sugihara らが報告し
た遠心浮遊物を天井細胞した天井細胞由来増殖性脂肪細胞（ccdPAs）である。 
	 ASCs と ccdPAs の細胞分析では、それぞれ違う特徴を持ち、臨床的にもことなる使われ
方をしている。脂肪移植に ASCs を添加させると、その移植率があがる。これは、ASCs
の血管内皮細胞へのサイトカインによる影響だと考えられる。一方、ccdPAs の利点は、細
胞群の均質性である。ccdPAs には、内皮細胞の表面マーカーはない。我々は、遺伝子治療
の安全性には、確実な細胞純度が必要であり、ccdPAs を遺伝子治療に採用している。 
	 ASCs と ccdPAs は、さまざまな分化能を持つ。脂肪細胞や骨芽細胞。軟骨細胞など間葉
系細胞になることができる。我々は、７週間培養した ASCs よりも ccdPAs のほうが高い脂
肪分化能を持つことを報告してきた。ASCs と ccdPAs の脂肪分化のメカニズムは、脂肪組
織から採取されるため、比較的知られている。 
 ASCs と ccdPAs は、骨分可能を持ち、骨の再生材料として期待される。ASCs と ccdPAs
の脂肪分化能と比較し、骨分化能はあまり知られてはいない。最近では、in vitro において、
ccdPAs が ASCs よりも高い骨分化能があることが報告されている。しかしながら、ASCs
と ccdPAs の何が原因で骨分化能の違いがあるのかは知られていない。 
	 細胞分化において、エピジェネティックスが重要な役割を果たすため、我々は、皮下脂
肪の浅層と深層において、PPAR-γ のプロモーター領域の DNA メチル化の違いであること
を報告した。我々は、ASCs と ccdPAs の骨分化能の違いを決定するエピジェネティックス
機構があると仮定した。 
	 この研究の目的は、ヒト ASCs と ccdPAs における骨分化遺伝子に関係するエピジェネテ
ィックス機構の違いを明らかにすることである。 
Materials and Methods 
	 ３名の同意の得られた乳房再建患者の、腹部皮弁より、脂肪組織を採取し、これをコラ
ゲナーゼ処理したのちに、遠心分離した。そのうちの浮遊層を天井培養し天井面に接着し
た細胞を ccdPAs とし、沈殿物を通常培養したものを ASCs とした。 
Results 
	 本研究に用いた３名の特徴は、年齢４１、４９、５０歳。BMI はそれぞれ２１、２１、
２４であった。 
脂肪分化させた後に、Oil Red O 染色させ鏡顕したところ、ASCs よりも ccdPAs の方が、
高い脂肪分化を見せた(Fig2A)。脂肪分化のマスターレギュレーターである PPARG の
mRNA 表現レベルは、ASCs よりも ccdPAs のほうが高かった(Fig2B)。成熟脂肪蛋白のか
ら生成される Leptin 蛋白レベルは明らかに ASCsよりも ccdPAsのほうが高かった(Fig2C)。
これらの結果から、ccdPAs の高い脂肪分化能を示している。 
骨分化させた後に、ALP 染色させ鏡顕したところ、ASCs よりも ccdPAs の方が、より濃
く染色された(Fig3A)。また、骨分化のマスターレギュレーターである RUNX2 の mRNA
表現レベルは、ASCs よりも ccdPAs の方が高かった(Fig3B)。骨芽細胞がから生成される
osteocalcin レベルは、ASCs よりも ccdPAs のほうが高かった(Fig3C)。これらの結果から、
ccdPAs の高い脂肪分化能を示している。これらの結果から、ccdPAs の高い脂肪分化能を
示している。 
ASCs と ccdPAs の脂肪分化および骨分化のおけるメカニズムの違いを明らかにするため
に、エピジェネティクスにおけるメチル化レベルの違いに注目した。 
脂肪分化のマスターレギュレーターである PPARG および成熟脂肪細胞特異的蛋白
Leptin 遺伝子のメチル化は、ASCs のほうが ccdPAs よりも高かった(Fig4A-C)。 
骨分化のマスターレギュレーターである RUNX2 および骨芽細胞特異的蛋白 BGLAP 遺
伝子のメチル化は、ASCs のほうが ccdPAs よりも高かった(Fig5A-D)。 
Discussion 
エピジェネティクスにおけるメチル化とは、DNA の配列変化によらない遺伝子発現を制
御・伝達するシステムのひとつである。メチル化とは、DNA 配列のうち、シトシンとグア
ニンが並んだ CpG サイトの、シトシン塩基のピリミジン環５位炭素原子に、CH3 メチル基
が修飾される。この修飾は細胞分裂を繰り返しても受け継がれる。メチル化すると、遺伝
子の転写が抑制されることが知られている。 
	 脂肪分化では、脂肪細胞分化に特異的な PPARG,CEBPD,レプチンにおいて ASCs の
方が DNA のメチル化率が有意に高く、脂肪分化しやすいといえる。これは、タンパク量・
染色などの表現形の解析結果と矛盾しない結果であった。 
骨分化においても、同様に RUNX2、ATF4、BGLAP において ASCs の方が、DNA のメ
チル化率が有意に高く、表現形とも一致した。 
血管内皮細胞分化においては、ASCs と ccdPAs において差を認めなかった。これにより、
ccdPAs にも ASCs と同様の血管新生作用があると考える。 
脂肪分化、骨分化に関わるマスターレギュレーター遺伝子、特異的蛋白遺伝子は、とも
に ASCs の方が ccdPAs よりも DNA のメチル化率が高く、ccdPAs の方がより発現しやす
いエピジェネティック修飾状態であるといえる。これらの結果は ASCs と ccdPAs を使用し
た再生医療の更なる発展に寄与すると考える。 
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